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〈目的〉
　体外循環中の血小板の数と機能の低下は，術中・術後の出血傾向の重要な原因となる。体外循環の
ために血管外に誘導された血液は，人工物表面と接触し，特に血小板膜に特異的な糖蛋自レセプター
（GHb／唖aレセプター）が活性化されると，フイブリノーゲンを介して血小板が凝集・消費される。
Disintegrinは事蛇毒から分離される蛋白であり，血小板のGPnb／唖aレセプターを可逆的にブロック
することが知られている。本研究では，このdisi耐egrinの一種であるbit1statinに注目して，それを
体外循環の灌流液中に投与して一過性に血小板膜のレセプターを不活性化することにより，体外循環
中の血小板を温存できるかどうかを検討することを目的とした。
〈対象と方法〉
（Bitistatinの分離精製）
　市販の粗蛇毒であるB舳α伽α㈹の血清粉末を逆相高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により分
離，ヒッジ血小板凝集抑制作用を持つ分画を再度冊LCで精製した。1gの粉末から14mgの蛋白が得
られ，アミノ酸分析の結果，3種類のbitistatinが見つかった。そのうちの1種類は今までに報告が
なく，bitistatin5とした。
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（In　VitrOの循環試験）
　ヒッジから採取したヘパリン加新鮮血液300鰯1を入れたリザーバーバッグを37℃の恒温槽に入れ，
ローラーポンプと膜型人工肺を通して2時間循環させた。O．5μg／㎜1のbitistatinを含む群（B群）と含
まない群（C群）に分け，血小板数，ADPによる血小板凝集能，血小板第4因子（PF4）を比較し，血小
板の温存状態を検討した。
（In　VitrOの試；験）
　実験動物として，あらかじめ脾摘を行った25～35kgのDorsett種のヒッジを使用した。麻酔下に膜
型人工肺，遠心ポンプ，フィルターよりなるECM：O（Extracorporea1Me臓braΩe　Oxygenation）に接続し，
覚醒ののち回復室にてヘパリン使用下に24時間の体外循環を行った。この聞，ヒツジは食物摂取およ
び体位変換が可能な状態とした。
　体外循環開始時に15分問で200μg／㎏のbitistatinを投与したものをB群，生理食塩水を投与したも
のをC群とした。体外循環前および体外循環開始後5分，30分および1，2，4，6，9，互2亨16，
20，24時間に採血し，この試料中の血小板数，血小板凝集能，PF4濃度の測定を行った。ECM○が終
了し時点で，体外循環回路を取り外した。この回路を一定量の生理食塩水で洗浄後，表面活性剤であ
るTritonX－100で洗浄し，この洗浄液を一70℃で保存，のちにWestemB1otti㎎変法によりGP㎜a抗
原に関する検討を行った。
　ヒッジのPF4は，他の動物のPF4と抗原性が異なり，ヒトのradioi㎜m㎜oassayキットが使用でき
ないため，ヒッジ血小板から抽出したPF4を家兎の皮下に注射し，ヒツジPF4に対するポリクローナ
ル抗体を作製して，10～100ng／m1の範囲で測定できるradioi㎜狐moassay法を新規に開発して使用し
た。
〈結果〉
（五ΩVitrOの循環試験）
　血小板は，B，Cの両群ともに循環開始直後に著明に減少したが，30分後にはB群はC群の約2倍の
回復を示した（B群：37±6．8×王04／μ1対C群：ユ6±3．6×ユO垂／μ対C群：16±3．6xユ04／μ1（p＜O．05））。
　血小板凝集能については，B群で循環開始後6σ分以後に，C群に比較して高い凝集能を示す傾向を
認め，循環開始後120分でB群で統計学的に有意差をもって高い血小板凝集能が得られた（B群；44．O
±5．5％対C群：9．O±3．2％（p＜O．05））。
　PF4の放出量は30分以降にB群で低値を示した（p＜O，01：ANOVA検定による）。
（In　ViVOの試験）
　B群では，体外循環時聞の延長に伴う血小板数の減少がC群より緩やかであった。凝集能はB群で
は30分までは低く，1時間後にC群と同じになり，以後は有意に高い凝集能を示した（p＜O．05）。血
清PF4濃度は，C群で高値をとり，開始後4時間まで特に高い値を示す傾向にあった。
（回路内GP㎜a抗原の測定）
　B群およびC群の回路洗浄液から総蛋白量を同じにして検体を取り，これを倍々希釈して350μg，
175μg，87μg，44μgとした。この液中のGP皿a抗原量をヒトGP皿a抗体を使用して免疫泳動法によ
一355一
り比較したところ，B群で回路洗浄液中のGP皿a抗体量が少ないことが分かった。
〈考察〉
　B群の血小板凝集能が体外循環開始後1時聞でC群とほぼ同程度となっていることから，bitistat1n
は動物体内ではユ時聞ほどで代謝されると考えられる。それにもかかわらず，その後長時間にわたり
血小板が温存された理由として，bitistatinによってGP皿b／㎜aの構造変化が起きたか，あるいは人
工物表面が蛋白などにより血小板に反応しにくい状態になったことが考えられる。もしこのような血
小板膜のレセプターの構造変化が起きているのであれば，体外循環開始直前にbitistatinを投与する
だけで，体外循環終了後には血小板による十分な止血が期待できるものと考えられた。
＜結語〉
　脾摘したヒッジを用いるECMOのモデルは，長時問体外循環申の血小板機能を測定するのに適する
ものであった。Bitistatinを体外循環開始時に1回投与しただけで，その後長時聞にわたり，血小板数，
ADPに対する血小板凝集能が温存され，血小板g穎粒の放出反応も抑えられた。また循環停止後に回
路表面に接着する血小板膜レセプターGP恥／皿aの量も少なかった。
　長時聞体外循環の開始時点で，bitistatiηを1回投与ことにより，血小板の数と機能の温存が可能で
あり，術中，術後の出血の問題を軽減せしめ得ると考えられた。
審　　査　　の　　要　　旨
　心臓血管外科の手術に必須の血液体外循環では，血液が不可避的に人工材料と接触するため血小板
が消費され，術申，術後の出血が患者管理の上での大きな障害となる。従って，手術成績の向上のた
めには，体外循環中の血小板機能を温存する方法を開発することが求められる。本研究は，このよう
な可能性の一つとして，灌流血液中に蛇毒から精製された蛋白の一種を投与することにより，血小板
機能を長時聞温存できることを初めて明らかにしたものであり，その臨床医学的意義は少なくない。
この研究の過程で，著者はbitistatin5と名付けた新しい蛋白を見いだしており，さらにヒッジの
p1atele之factor4（PF4）を定量する新しいradioi聰m㎜bassay法を考案している。これらにより，本研究
の学術的価値は高いと評価された。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
一356一
